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(ヒト胃癌においてトロンビンはPARlを介して上皮間葉転換を誘導する)
目的 I PrOtease‐activated Receptor lPAR)はGタンパク供役7回膜貫通型受容体であり、これま
でに4種類が同定されている。その中でPARlは正常胃粘膜の機能の調節に関与しているだけで
なく、この受容体が様々な癌細胞においても発現していることが分かつており、生理的機能のみ
な らず癌の進展過程においても重要な役割を担っている可能性が考えられ る。PARlは
Thrombin、plasmin、activated protein‐CなどのSerine prOteaseがagonistとして知られてい
る。血球細胞や血管内皮細胞、線維芽細胞などの宿主細胞が産生する各種のプロテアーゼが癌の
増殖・浸潤・転移に積極的に関係 し、宿主細胞と癌細胞の相互作用を検討する上で、癌における
PARファミリーの発現・機能を解析する意義は大きいと考えられる。これまでに、免疫組織学検
討において胃癌組織でのPARl発現と予後の相関や、胃癌細胞におけるPARl活性化により浸潤
を誘導し、細胞の形態変化を引き起こすことを報告してきた。EMT(epithelial‐mesenchymal
transitbn)は、細胞の発生や創傷治癒の過程において上皮細胞が間葉系様細胞に形態変化するこ
とであり、癌細胞が遊離し浸潤や転移に関連する重要な現象として注目されている。今回、PARl
による形態変化に着目し、胃癌細胞株での Thrombinによる PARl活性化と、E‐cadherinや
imentinといつた上皮マーカーおよび間葉系マーカーの発現レベルの変化や、E‐cadherin転写
制御因子の核内移行を調べ、PARlとEMTの関連を検討した。
方法 :ヒト胃癌細胞株 MKN45にpcDNA3.1を用いてPARlを強制発現した pcDNA3.1‐PARl
transfected MKN45徹IKN45/PARl)ならびに元来PARlを発現しているMKN74、controlとし
て pcDNA3.1‐MKN45 6[KN45/mock)を用いて、Thrombin刺激下およびPAR lのantago∬st
である SCH79797も同時に添加 し刺激 させた、2種類の条件下での MKN45/mock、
MKN45/PARl、MKN74のwhole lysate、cy oplasmic lysate、nucleus lysateを抽出し、上皮
系マーカー (E‐cadherin、β‐catёnin)および間葉系マーカー (宙mentin、ibronectin)の発現
の経時的な変化をwestem blottingにて観察し、Thrombin刺激下でのMKN45/PARlとMKN74
における細胞の形態変化および、E‐cadherinとflbrOnectinの発現変化をimmunocytochemistry
にて観察した。また、Thrombinによる E‐caherin転写制御因子の核内移行の有無を、E‐box l,
5'‐CTGAGATTACATGCGTGAGTCACTA‐3';E‐box 2,5'‐GTTGTGTOCATGTGTTATGGAA
CC‐3';Ebox3,5' 3'の3種類のbiotin標識のプローブを
設計しEMSAにて調べた。さらに、ThrOmbinを反応させた各種細胞のcytoplasmic lysateおよ
びnucleus lysateを用いて、E‐cadherinの転写制御因子であるTwist、E12/E47、Snailの核内
移行を観察した。
結果 :MKN45/mockでは、Thrombinによる24時間反応後の各種マーカーにおいて、発現の変化
は見られなかった。MKN45/PARlとMKN74は、Thrombinによる24時間反応後の上皮系マーカ
ーの減弱を認め、β‐cateninの核内移行を認めた。一方、間葉系マーカーは発現の増強を認めた。
また、ThrombinとSCH79797を共に反応させたMKN45/PARlとMKN74において、上皮系マ
ーカーおよび間葉系マーカーの発現 レベルは MKN45/mockと同程度まで抑制 されていた。
Immunocytochemistryでは(Thrombin反応させた場合に、球形の細胞形態から紡錘形の細胞形
態への形態変化が認められ、E‐cadherinの発現の減弱と 丘bronectinの発現の増強を認めた。
ThЮmbinとSCH79797の条件下では形態変化は認めず、マーカー発現の変化は認めなかった。
EMSAでは、MKN45/mockとMKN74ではタンパク質/E‐box複合体のbandは認めなかったが、
Thrombin反応させた MKN45/PARlとMKN74においては bandが確認された。Thrombinと
SCH79797条件下では band発現が抑制されていた。また、Twist、E12/E47、SnailのweStern
blottingによる発現レベルの観察においては、SnailがThrOmbin反応によつて核内に移動してい
ることが観察された。
考察 :PAR familyはこれまで乳癌や前立腺癌におしヽて、癌細胞の増殖・浸潤に深く関与すると報
告されてきた。そこで、本研究は我が国において癌死亡数第2位の胃癌に焦点を当て検討を行つた。
MKN45/PARlとMKN74のヒト胃癌細胞株において、ThrombinによるPAR l活性によりEMT
が誘導され、またその一方で、PARl antagonistのSCH79797にてThrombinによるこれらの変
化を抑制していた。これらより、PARlによるEMTへの誘導が特異的に行われている可能性があ
り、胃癌の浸潤・転移に深く関与する遺伝子と考えられた。
結語 :PARlのsignal pathwayを抑制することは、胃癌の浸潤と転移を制御するための戦略の一
つとなる可能性を秘めている。
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